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 高 純 度 か つ 高 濃 度 の ヘ モ グ ロ ビ ン（ H b）を リ ン 脂 質 二 分 子 膜 小 胞 体 で 被 覆
し た 人 工 酸 素 運 搬 体 と し て の H b 小 胞 体 は 、 酸 素 運 搬 能 や 血 流 動 態 が ほ ぼ 赤
血 球 に 近 く 、 血 液 型 や ウ ィ ル ス が な い 特 長 を 持 ち 、 室 温 で 2 年 間 の 長 期 保 存
が 可 能 で あ る 。Hb は 酸 素 結 合 部 位 で あ る ヘ ム 鉄 が 2 価 の 状 態 で 酸 素 を 可 逆 的
に 結 合 で き る が 、 結 合 酸 素 に よ り 2 価 か ら 3 価 へ と 酸 化 （ m e t 化 ） さ れ る こ
と に よ り 、そ の 酸 素 運 搬 能 が 次 第 に 失 わ れ る 。Hb 小 胞 体 の 生 体 投 与 時 の 安 全
性 や 効 果 が 実 証 さ れ 、 実 用 に 近 づ き つ つ あ る が 、 次 世 代 型 と し て の 更 な る 酸
素 運 搬 効 果 の 持 続 を 期 待 す る 場 合 、H b 小 胞 体 の me t 化 抑 制 は 重 要 課 題 と さ れ
て い る 。 本 論 文 で は 生 体 内 で の H b 小 胞 体 の 主 な me t 化 の 原 因 は 過 酸 化 水 素
（ H 2 O 2）で あ る こ と を 明 ら か に し 、Hb 小 胞 体 内 に 臨 床 応 用 可 能 な me t 化 抑 制
系 と し て の H 2 O 2 消 去 系 を 導 入 す る こ と で 、酸 素 運 搬 効 果 の 持 続 に 成 功 し た 内
容 が ま と め ら れ て い る 。  
 本 論 文 は 7 章 か ら 構 成 さ れ て お り 、 以 下 に 各 章 の 要 素 と 評 価 を 述 べ る 。 第
1 章 で は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン あ る い は カ タ ラ ー ゼ な ど の ヘ ム タ ン パ ク 質 の 酸 素 配
位 特 性 、 酸 化 還 元 特 性 、 あ る い は 酵 素 活 性 に 関 す る 研 究 に つ い て ま と め ら れ
て い る 。ま た 、H b 小 胞 体 の 有 効 性・問 題 点 を 含 め た 、人 工 酸 素 運 搬 体 の 開 発
全 般 に 関 す る 現 状 と 課 題 に つ い て 要 領 良 く ま と め ら れ て い る 。  
 第 2 章 で は 、 H 2 O 2 消 去 酵 素 で あ る カ タ ラ ー ゼ を 内 包 し た H b 小 胞 体 が 、 i n  
v i t ro、 i n  v i v o に お い て 大 幅 な m e t 化 抑 制 効 果 を 示 し た こ と か ら 、 H 2 O 2 が Hb
小 胞 体 の 最 大 の m e t 促 進 因 子 で あ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 ま た 、 Hb
小 胞 体 の H 2 O 2 と の 相 互 作 用 の 研 究 よ り 、 小 胞 体 内 で は H 2 O 2 は H b の 擬 カ タ
ラ ー ゼ 活 性 に よ り 分 解 さ れ る が 、H b 自 体 は 4 価 の 高 酸 化 状 態 で あ る f e r r y l Hb
を 経 て me t Hb へ と 酸 化 さ れ 、酸 素 配 位 能 を 失 う 機 構 に つ い て 説 明 さ れ て い る 。
生 成 し た f e r r y l H b は 小 胞 体 内 に 留 ま る た め 、 f e r r y l H b の 悪 影 響 で あ る 細 胞 膜
構 成 不 飽 和 脂 質 の 過 酸 化 を 引 き 起 こ さ な い こ と を 明 ら か に し た 。ま た 、m e t H b
の 変 性 な ど に よ り ヘ ム か ら 遊 離 し た 鉄 イ オ ン も 小 胞 体 内 に 留 ま り 、 生 体 系 に
悪 影 響 を 及 ぼ し 難 い こ と も 示 す こ と が で き て い る 。Hb を 利 用 し た 人 工 酸 素 運
搬 体 に お け る 小 胞 体 構 造 の 優 位 点 を 実 証 で き た 点 で 高 く 評 価 で き る 。 こ の 章
で は 申 請 者 は 、小 胞 体 内 部 の Hb と H 2 O 2 の 反 応 に よ る 生 成 物 が 生 体 に 対 し て
悪 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と を 示 せ た も の の 、 H 2 O 2 に よ る H b の met 化 に 対 す る
対 策 の 必 要 性 を 課 題 と し て 提 示 し て い る 。  
 第 3 章 は 、Hb 小 胞 体 の me t 化 に 対 す る 対 策 と し て 、低 分 子 量 の 還 元 剤 の 小
胞 体 膜 透 過 性 を 利 用 し た 小 胞 体 内 me t Hb の 2 価 へ の 還 元 に よ る 、酸 素 運 搬 能
の 回 復 を 試 み た 内 容 で あ る 。 申 請 者 は 酸 化 還 元 電 位 の 視 点 か ら 利 用 可 能 な 還
元 剤 を 選 択 し 、 m e t H b の 2 価 へ の 還 元 反 応 の 解 析 か ら 還 元 速 度 定 数 等 を 算 出
し 、 還 元 剤 を シ ス テ イ ン 、 ホ モ シ ス テ イ ン 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 に 絞 り 込 ん で い
る 。こ れ ら の 還 元 剤 の 小 胞 体 膜 透 過 を 利 用 し た 小 胞 体 内 me t H b の 還 元 を 試 み
た 結 果 、ア ス コ ル ビ ン 酸 は 小 胞 体 膜 を 透 過 で き ず に 小 胞 体 内 me t Hb を 還 元 で
き な か っ た が 、 小 胞 体 膜 を 透 過 す る シ ス テ イ ン や ホ モ シ ス テ イ ン は 、 無 酸 素
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条 件 下 で は 小 胞 体 内 me t H b を 効 率 よ く 還 元 で き て い る 。し か し 、大 気 下 、あ
る い は 酸 素 分 圧 4 0  To r r の 条 件 下 （ 混 合 静 脈 の 平 均 酸 素 分 圧 に 相 当 ） で は 小
胞 体 内 の m e t H b は 還 元 さ れ ず 、逆 に 小 胞 体 内 o x y H b の m e t 化 が 促 進 さ れ る 結
果 が 得 ら れ て い る 。こ れ は 、還 元 剤 が me t H b を 還 元 す る 前 に 酸 素 を 還 元 し て
ス ー パ ー オ キ シ ド ア ニ オ ン ラ ジ カ ル を 発 生 さ せ 、こ れ が 不 均 化 し て H 2 O 2 に な
る た め 、第 2 章 に 記 さ れ て い る 機 構 で o x y H b を me t 化 さ せ る こ と が 原 因 で あ
っ た と 考 察 し て い る 。以 上 よ り 、Hb 小 胞 体 を 使 用 す る 酸 素 存 在 下 で は 還 元 剤
の 利 用 は 困 難 で あ り 、H 2 O 2 消 去 系 の 導 入 が 必 要 で あ る こ と を 結 論 付 け て い る 。
ま た 、H 2 O 2 消 去 系 と 還 元 系 の 利 用 に よ り 、有 効 な me t H b 還 元 系 構 築 の 可 能 性
が 示 唆 さ れ た こ と に よ り 、H 2 O 2 消 去 に 目 的 を 絞 り 込 ん だ 点 も 高 く 評 価 で き る 。 
 第 4 章 で は 、me t Hb の H 2 O 2 に よ る 酸 化 に て 生 成 す る f e r r y l Hb ラ ジ カ ル が 基
質 に よ っ て me t H b へ と 還 元 さ れ る 機 構 の 詳 細 が ま と め ら れ て い る 。me t H b が
H 2 O 2 に よ っ て 反 応 性 の 高 い 高 酸 化 状 態 で あ る f e r r y l Hb ラ ジ カ ル に 、 H 2 O 2 が
水 と な っ て 消 去 さ れ る 反 応 が 第 一 段 目 で あ り 、こ の f e r r y l H b ラ ジ カ ル が 基 質
か ら の 電 子 供 与 に よ り me t H b へ と 還 元 さ れ る 第 二 段 目 の 反 応 が サ イ ク ル し て
H 2 O 2 を 消 去 し 続 け る 機 構 で あ る 。 更 に そ の 効 果 的 な 基 質 と し て L -チ ロ シ ン
（ L - Ty r）が 利 用 で き る こ と を 、フ ェ ノ ー ル 系 抗 酸 化 剤 等 の 探 索 か ら 見 出 し て
い る 。 2 価 の H b も H 2 O 2 に よ っ て 酸 化 さ れ 、 自 身 は f e r ry l H b と な る が 、 基 質
と の 反 応 に お い て 、 よ り 安 定 な 3 価 の m e t H b と な り 、 そ の 後 は m e t H b と
f e r r y l H b ラ ジ カ ル 間 を サ イ ク ル す る た め 、 結 局 me t H b を 利 用 す る と い う 結 論
に 到 達 し て い る 。こ の L - Ty r 添 加 系 に よ る me t Hb の H 2 O 2 消 去 能 は 、無 添 加 系
と 比 較 し て 大 幅 な 増 大 が 認 め ら れ て い る 。 ま た 、 反 応 中 に お け る H b の 可 視
吸 収 ス ペ ク ト ル 測 定 か ら 、無 添 加 系 で は f e r r y l Hb ラ ジ カ ル の ス ペ ク ト ル は ほ
と ん ど 変 化 し な い の に 対 し 、 L - Ty r 添 加 系 で は me t H b へ と 速 や か に 還 元 さ れ
た こ と 、L - Ty r 二 量 体 で あ る ジ チ ロ シ ン が 反 応 溶 液 の H P L C と E S I - M A S S か ら
確 認 さ れ た こ と か ら 、 こ の サ イ ク ル は L - Ty r を 基 質 と し た f e r r y l Hb ラ ジ カ ル
の ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 活 性 に よ る も の で あ る こ と を 明 確 に 示 す こ と が で き て い
る 。 更 に 詳 細 な 機 構 に 関 す る 知 見 を 得 る た め に 、 E S R 測 定 に よ り 還 元 反 応 過
程 に お け る f e r r y l H b ラ ジ カ ル の 検 出 と そ の 挙 動 を 解 析 し た 。本 測 定 に は 、不
安 定 な f e r r y l Hb ラ ジ カ ル の 単 離 法 の 確 立 が 不 可 欠 で あ っ た が 、 2 5 o C に て
m e t H b を ヘ ム に 対 し て 2 . 5 倍 量 の H 2 O 2 と 反 応 さ せ 、サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に て 4  o C で 速 や か に 単 離 す る こ と で 、 f e r r y l H b ラ ジ カ ル を 得 る こ と に
成 功 し て い る 。H 2 O 2 量 が 2 . 5 倍 よ り 少 な い と 完 全 に f e r r y l Hb ラ ジ カ ル と な ら
ず 、多 い と 残 存 H 2 O 2 の 速 や か な 除 去 が 不 可 能 で あ っ た た め 、 2 . 5 倍 量 を 最 適
量 と 決 定 し て い る 。 ま た 、 f e r r y l H b ラ ジ カ ル 由 来 の E S R シ グ ナ ル と 、 m e t H b
の 3 価 の 鉄 の 高 ス ピ ン 状 態 由 来 の E S R シ グ ナ ル を 同 時 に 観 測 で き る 最 適 条 件
と し て 2 5 K の 測 定 温 度 を 見 出 し 、 高 感 度 な ラ ジ カ ル 検 出 を 可 能 と し た 。
f e r r y l H b ラ ジ カ ル の E S R シ グ ナ ル は 2 5  o C の 攪 拌 条 件 で は 消 失 し な か っ た が 、
L - Ty r 添 加 系 で は 直 後 か ら 速 や か に ラ ジ カ ル が 消 失 し 、 対 応 す る me t H b の シ
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グ ナ ル 強 度 の 増 加 を 認 め て い る 。 m e t H b に よ る ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 反 応 の 全 容
を 明 ら か に し た 点 は 、 m e t H b 利 用 の 観 点 か ら も 意 義 が あ る 内 容 で あ る 。  
 第 5 章 で は 、前 章 ま で に 確 立 し た m e t H b / L - Ty r 利 用 の H 2 O 2 消 去 系 を 用 い た 、
o x y H b の H 2 O 2 に よ る me t 化 抑 制 系 と 、本 系 の Hb 小 胞 体 へ の 導 入 効 果 に つ い
て ま と め て い る 。m e t H b / L - Ty r を 添 加 し た o x y H b 溶 液 へ の H 2 O 2 連 続 添 加 試 験 、
3 7  o C に お け る 自 動 酸 化 試 験 に お い て 、o x y H b の 大 幅 な me t 化 の 抑 制 効 果 を 初
め て 確 認 し て い る 。水 に 難 溶 な L - Ty r の H b 小 胞 体 へ の 高 濃 度 内 包 の 課 題 に 対
し て 、内 包 さ せ る 高 濃 度 H b 溶 液 の p H 調 整 に 用 い る N a O H 溶 液 に L - Ty r を あ
ら か じ め 溶 解 し て お く 発 想 に よ り 、高 濃 度 の L - Ty r 内 包 を 可 能 と し た こ と は 、
既 存 の H b 小 胞 体 調 製 ス キ ー ム を 利 用 し た 非 常 に 大 き な 成 果 で あ る 。
m e t H b / L - Ty r 内 包 H b 小 胞 体 へ の H 2 O 2 連 続 添 加 試 験 や 自 動 酸 化 試 験 に お い て 、
大 幅 な me t 化 抑 制 が 認 め ら れ て い る 。更 に 、ラ ッ ト を 用 い た i n  v i vo 試 験 に お
い て 、 2 0  % 負 荷 投 与 し た H b 小 胞 体 の m e t 化 率 が 5 0  % に 達 す る 時 間 が
m e t H b / L - Ty r 内 包 H b 小 胞 体 に お い て 大 幅 に 延 長 さ れ 、i n  v i v o に て me t 化 の 抑
制 を 初 め て 確 認 し た 点 は 高 く 評 価 さ れ て い る 。本 法 は ” m e t H b の 生 成 を 抑 制 す
る た め に m e t H b を 用 い る ”と い う 逆 転 の 発 想 の 産 物 で あ る こ と も 強 調 で き る 。 
 第 6 章 で は 、 単 離 し た f e r r y l Hb ラ ジ カ ル を 用 い て L - Ty r 以 外 の 基 質 の 探 索
方 法 と そ の 結 果 に つ い て ま と め ら れ て い る 。 様 々 な 基 質 を 検 討 し た 結 果 、 イ
ン ド ー ル 環 を 有 す る 物 質 や 、D O PA の よ う な 3 , 4 - h y d r o x y p h e n y l 基 を 有 す る 物
質 な ど 、H 2 O 2 消 去 効 果 に 関 し て は L - Ty r を 上 回 る 基 質 が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 、
E S R 測 定 に お い て も 、 L - Ty r と 同 様 に f e r r y l H b ラ ジ カ ル の 消 失 か ら 、 ペ ル オ
キ シ タ ー ゼ 活 性 に よ る H 2 O 2 消 去 機 構 が 認 め ら れ た こ と を 報 告 し て い る 。し か
し 、 o x y H b の me t 化 抑 制 に お い て は L - Ty r の 効 果 を 上 回 る 基 質 は 見 出 せ な か
っ た 。 こ れ は 、 f e r r y l Hb ラ ジ カ ル へ 電 子 を 供 与 し ラ ジ カ ル 状 態 と な っ た 基 質
が m e t 化 を 促 進 す る な ど の 原 因 が あ る と 考 察 し て お り 、 現 在 の と こ ろ L - Ty r
が 最 も H b の m e t 化 抑 制 に 効 果 的 な 基 質 で あ っ た こ と を 結 論 付 け て い る 。  
 以 上 、 本 論 文 は 、 酸 化 状 態 の 異 な る Hb に 関 し て 、 H 2 O 2 や 基 質 な ど と の 酸
化 還 元 挙 動 の 解 析 か ら 、m e t H b 自 身 の ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 活 性 を 利 用 し た H 2 O 2
消 去 系 の 構 築 と 、Hb 小 胞 体 へ の 応 用 を 提 案 し た こ と で 、更 に 先 の 目 標 で あ る
次 世 代 型 人 工 赤 血 球 の 可 能 性 も 示 唆 し て い る 。 そ の 成 果 は 、 赤 血 球 代 替 物 の
構 築 に 新 し い 指 針 を 与 え る ば か り で な く 、 広 く 高 分 子 の 化 学 と 工 学 に 寄 与 す
る と こ ろ 多 大 で あ る 。 よ っ て 本 論 文 は 博 士 （ 工 学 ） の 学 位 論 文 と し て 価 値 の
あ る も の と 認 め る 。  
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